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摘要 


JAE OP PAS YALL AE i GRE AY 702 菌株 诱发 的 烟草 冠 驳 及 其 畸 吗 瘤 细 胞 系 的 原生 质 体 被 培养 相 修改 的 KK 及 
NT 培养 液 中 。 当 它们 长 成 小 细胞 团 时 ， 转 移 到 不 加 激 烷 的 NT 培养 基 上 第 选 出 T-DNA 转化 了 的 细胞 形成 的 
细胞 财 。 这 样 ， 建 立 了 单 细胞 克隆 的 702C 烟 草 冠 瘦 系 及 其 702TC AAR. ALISAR, WER 
保持 了 他 们 原 有 的 特征 并 且 都 含有 nopaline, 用 这 种 畸 胎 瘤 的 芽 进 行 了 分 化 根 的 试验 ， AT BOS TUR 
到 完整 的 植株 。 分 别 测试 了 植株 的 各 部 分 ， 模 株 的 时 及 其 冠 丽 前 含有 ropaline， 而 祖 中 末 测 出 nopaline, W 
能 根 古 由 丢失 了 T-DNA 的 正常 细胞 长 成 的 。 也 可 能 是 它 芍 基因 未 表达 。 


植物 冠 瘦 是 由 根 癌 土 壤 杆 菌 (4grobecterium tumefaciens) 诱 发 的 一 种 植物 肿 交 。 
这 种 细菌 的 Ti 质粒 能 进入 植物 细胞 将 其 片段 即 T-DNA 整 合 到 宿主 细胞 的 核 基因 组 中 ， 
使 宿主 细胞 发 生 转 化 ， 细 胞 分 裂 失 去 控制 而 形成 肿瘤 。 间 时 由 于 1--DNA 所 带 的 一 些 基 
因 的 表达 ， 这 种 肿瘤 细胞 中 产生 和 累积 了 一 类 称 之 为 opine 的 化 合 物 。 因此 ， 冠 瘦 是 根 
瘤 土壤 杆菌 作用 下 的 一 种 天 然 基因 工程 ，Ti 质 粒 就 是 这 个 基因 工程 的 载体 。 利 用 Ti 质粒 
作为 高 等 植物 人 工 基因 工 程 运载 体 的 可 能 性 以 及 通过 研究 它 而 阐明 高 等 植物 细胞 中 基因 
表达 的 调节 和 控制 的 可 能 性 已 吸引 着 人 们 对 冠 瘦 和 Ti 质粒 进行 深入 研究 C1，2]。 

但 是 根 癌 土 壤 杆 菌 直 接 诱 导 得 到 的 冠 瘦 组 织 常 夹杂 着 未 经 转化 的 正常 细胞 ， 它 们 利 
用 转化 了 的 肿瘤 细胞 供给 的 激素 能 在 无 外 源 激 素 的 培养 基 上 生长 ， 所 以 这 样 的 冠 瘦 组 织 
往往 是 混合 体 。 用 这 样 的 组 织 进行 研究 时 ， 实 验 结果 往往 难以 分 析 ， 得 不 出 明确 的 结 
论 。 例 如 , 从 这 样 的 冠 瘦 组 织 长 成 的 植株 , 其 中 多 数 不 含 aopalinc533, 多 数 情况 下 这 种 植 
株 是 从 冠 瘦 组 织 中 未 转化 的 正常 细胞 长 成 的 。 为 了 从 冠 瘦 组 织 中 排除 未 经 转化 的 正常 细 
胞 , 把 T-DNA 转化 过 的 细胞 第 选 出 来 继续 进行 繁殖 建立 纯化 的 冠 瘦 细 胞 的 无 性 系 ， 必 须 
进行 单 细胞 克隆 。 我 们 用 酶 分 离 原 生 质 体 的 方法 对 根 癌 土壤 杆菌 702 菌 株 诱导 的 烟草 冠 
瘦 系 及 其 畸 胎 瘙 系 进行 了 单 细胞 克隆 ， 建立 了 纯化 的 烟草 冠 瘦 细 胞 系 702C Be TL IMG NA IY 
细胞 系 702TC。 并 对 单 细胞 克隆 后 的 上 畸 胎 瘤 的 芽 作 了 分 化 根 的 试验 。 


材 料 和 方法 


实验 材料 ， 根 癌 土 壤 杆 菌 (Agrobecterium tumefaciens) 702 RE R WY EAC, 
经 过 15 代 继 代 培养 以 后 的 702 冠 瘦 系 和 702 个 畸 胎 瘤 系 542 的 细胞 用 作 本 实验 的 材料 。 


本 文 于 1983 华 4 月 2 日 收 到 . 
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原生 质 体 的 分 离 和 培养 方法 ; 把 冠 瘦 表 层 约 2mm 厚 的 新 鲜 细 胞 或 畸 胎 瘤 上 的 畸形 
芽 和 叶 切 下 ， 按 照 已 报道 的 分 离 原 生 质 体 的 方法 .57 制备 原生 质 体 并 进行 培养 .67。 

原生 质 体 先 培养 在 K 或 T (修改 的 NT) 培养 液 C7? 中 ， 当 细胞 团 长 到 直径 约 为 0.5mm 
时 ， 用 滴 管 转移 到 不 加 任何 激素 的 NTc82 固 体 培养 基 上 培养 T-DNA 转化 过 的 细胞 形 
成 的 细胞 团 具 有 激素 自主 生长 的 特性 ， 因 而 能 在 该 培养 基 上 生长 并 被 筛选 出 来 。 再 在 不 
加 激素 的 NT 或 G573 培 养 基 上 继 代 培养 而 形成 纯化 的 702 C 烟草 冠 瘦 系 或 7021C W a 
系 。 

分 化 的 试验 是 把 702TC 畸 胎 瘤 的 外 形 较 正 常 的 芽 〈 图 1 ，A》 切 下 转移 到 NA 人 含量 
分 别 为 1、2、3、4 和 5ppm 的 MSC9] 培 养 基 上 培养 一 段 时 间 ， 再 转移 到 不 加 激素 的 
培养 基 上 培养 。 

nopaiine 的 测定 *， 随 机 取 克 隆 后 的 冠 瘦 新 鲜 组 织 ， 畸 胎 痛 的 芽 和 时 、 植 株 的 叶 、 冠 
瘦 和 根 在 研 打 中 研磨 后 ， 在 8000 转 /分 下 离心 5 分 钟 ， 取 上 清 滤 10u APEE whatman 3 
号 滤纸 上 ， 在 400V、20mA 电 流下 电泳 1.5 小 时 。 电 泳 液 为 醋酸 : 甲酸 : 水 (15:5:80), 
用 精 氮 酸 作 对 照 。 电 泳 后 滤纸 在 60"C 下 烘 于 ， 按 照 Sakaguchi 法 0 显 色 。 


结果 及 讨论 


单 细胞 克隆 的 冠 阁 系 及 其 畸 胎 瘤 系 的 建立 

用 酶 分 离 法 从 702 烟 草 冠 瘦 系 的 细胞 得 到 的 原生 质 体 培养 在 修改 的 人 培养 液 中 , 少数 
细胞 能 持续 地 进行 细胞 分 裂 ，15 天 后 形成 约 10 个 细胞 组 成 的 小 细胞 团 。 再 过 一 个 月 ， 细 
胞 团 长 大 到 直径 约 为 0.5mm 时 ， 把 它 转移 到 不 加 任何 激素 的 NT 培养 基 上 进行 筛选 培 
养 ， 一 部 分 细胞 团 能 继续 生长 。 两 个 月 后 把 直径 约 为 1mm 的 团 再 转移 到 不 加 激素 的 NT 
或 G 培 养 基 ， 以 后 每 月 转 接 一 次 ， 建 立 了 单 细胞 克隆 的 烟草 冠 瘦 细胞 系 (图 1，C) 。 
已 继 代 培养 了 15 代 ， 生 长 正常 。 

702 7E 瘦 细 胞 的 原生 质 体 在 了 T 培 
养 液 中 不 如 在 KK 培养 液 中 长 的 好 。 培 
养 15 天 后 ， 在 开 培 养 液 中 的 已 长 成 约 
10 个 细胞 的 细胞 团 ， 而 在 TT 培养 液 中 
的 才刚 刚 开始 分 裂 。 以 后 未 观察 到 大 
的 进展 。 仅 只 在 一 个 瓶 中 10 个 月 后 长 
成 直径 约 Imm 大 的 三 个 细胞 团 ， 转 
移 到 不 加 激素 的 NT 培养 基 上 ， 生 长 
缓慢 ， 培 养 一 个 月 后 体积 的 培 加 只 有 ”图 1 单 细胞 克隆 系 A. TTC E N i B.702TC 
前 者 的 一 半 。 HARR: C.702 冠 妆 细 胞 系 。 未 注 字 母 的 瓶 为 C 。 

从 702T 畸 胎 瘤 的 芽 和 叶 分 离 的 
原生 质 体 在 个 培养 液 中 ,有 少数 在 50 天 后 长 成 直径 约 0.2mm 小 细胞 团 。 再 加 入 等 量 的 新 








* kH nopaline MEAT TUB, HR. 
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鲜 培 养 液 ， 也 只 有 少数 细胞 团 继续 生长 ， 一 个 月 后 直径 达到 0.5mm， 这 时 转移 到 不 加 激 
REINT 固体 培养 基 上 进行 第 选 培养 。 在 乌 选 培养 中 能 继续 生长 的 组 织 20 天 后 变 成 浅 绿 
色 ， 继 而 长 成 它 原 有 的 畸 胎 瘤 状 态 。 以 后 每 月 转 接 在 不 加 激素 的 NT 或 G 培养 基 上 继 代 
培养 ， 建 立 了 单 细胞 克隆 的 702TC 烟草 冠 瘦 畸 胎 痛 细胞 系 〈 图 1，B) 。 经 10 代 的 继 代 
培养 ， 它 们 都 保持 了 它 的 畸 胎 瘤 形 态 而 不 长 根 。 有 部 分 畸形 的 叶 和 甘 会 逐渐 长 大 而 形成 
外 形 较 正常 的 芽 〈 图 1，A) 。 用 这 种 较 正常 的 芽 做 分 化 根 的 试验 。 

从 未 分 化 的 冠 瘦 细 胞 经 过 单 细胞 克隆 得 到 的 是 未 分 化 的 冠 瘦 ， 经 过 15 代 的 继 代 培养 
也 未 发 现 再 生成 畸 胎 瘤 。 而 已 分 化 畸形 芽 的 畸 胎 瘤 细 胞 系 经 过 单 细胞 克隆 得 到 的 是 畸 胎 
瘤 ， 经 过 15 代 的 继 代 培养 仍然 保持 了 呈 胎 瘤 的 形态 。 由 一 个 菌 种 诱发 而 分 离 成 的 两 个 形 
态 不 同 的 细胞 系 542, 在 继 代 培养 中 及 单 细胞 克隆 后 保持 着 这 样 的 稳定 性 ， 是 否 有 着 稳定 
的 因子 在 起 作用 ， 值 得 进一步 研究 。 

两 个 单 细 胞 克隆 系 都 仍 含 有 nopaline 

经 过 单 细 胞 克隆 所 建立 的 冠 瘦 和 崎 胎 
瘤 细 胞 系 除 具有 激素 自主 生长 的 特征 及 原 
有 的 形态 外 ， 还 保持 了 被 转化 细胞 的 代谢 
PERE. AU BUFF EY 702 是 nopaline 型 的 
WIRO, RA ER AP KA 
nopaline。 对 单 细胞 克隆 后 培养 了 9 代 的 
702C 系 、702TC 系 、702TC 的 较 正 常 的 
芽 以 及 在 加 了 NAA 的 培养 基 上 培养 了 一 
个 月 的 薄 进 行 了 nopaline 的 测定 。 这 些 组 
织 中 都 存在 aopaline (图 2 )。 这 证 明了 经 
过 单 细胞 克隆 的 所 有 细胞 系 都 是 经 过 T- -o 
DNA 转化 的 细胞 ， 在 外 形 较 正 常 的 芽 中 -o 
及 加 NAA 的 培养 基 上 培养 了 一 个 月 后 仍 
未 丢失 T-DNA，。 

冠 疗 细 胞 的 原生 质 体 培养 初期 需要 外 
源 激素 





i if: oe os 
eS 


Ey 


> 2。702TC; 3. 702TC 较 正 常 的 芽 ; 4. 702TC 
AUIS KEKR, 似乎 可 以 设想 利 Se ppm NAA 培养 基 上 ; 5. TO2TC se 
FA eds BE BE 自主 生长 的 特性 ， 在 冠 瘦 组 织 3ppm NAA 培养 基 上 ; 6. 702TC F% 5ppm 


分 离 成 单个 的 原生 质 体 以 后 就 可 以 用 不 加 培养 基 上 。 下 排 的 点 为 hopaline。 

外 源 激素 的 培养 茶 第 选 出 冠 瘦 细 胞 。 在 我 

们 的 实验 中 ， 在 不 加 激素 的 培养 液 中 冠 瘦 和 畸 胎 痢 的 原生 质 体 仅 只 能 存活 儿 天 ， 虽 观察 
到 一 些 初 期 生长 和 个 别 细胞 分 裂 的 现象 ， 但 都 没有 持续 的 细胞 分 裂 ， 不 能 长 成 细胞 团 。 
在 加 了 激素 的 下 或 NT 培养 液 中 ， 它 们 的 原生 质 体能 持续 进行 细胞 分 裂 而 长 成 冠 瘦 和 了 畸 
胎 瘤 。 这 与 别人 在 培养 肘 山 席 (Parijpenocissus tricupidulq) 冠 将 细胞 的 原生 质 体 初期 党 
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要 外 源 激素 的 结果 ci5 相同 。 这 很 可 能 是 由 于 激素 会 从 刚 分 离 的 原生 质 体 大 量 外 渗 的 原 
因 所 致 。 

每 个 细胞 团 是 从 完全 分 离开 的 单个 原生 质 体 经 过 细胞 分 裂 而 形成 的 。 这 些 细 胞 团 或 
是 由 转化 过 的 冠 瘦 或 畸 胎 瘤 细胞 组 成 ， 或 是 由 正常 细胞 组 成 的 单一 的 细胞 团 ， 而 不 是 混 
合体 。 由 T-DNA 转化 过 的 细胞 组 成 的 细胞 团 是 激素 自主 的 ， 由 正常 细胞 组 成 的 细胞 团 
需要 外 源 激素 ， 因 而 不 能 在 无 激素 的 培养 基 上 继续 生长 。 原 生 质 体 培养 初期 加 入 外 源 激 
素 ， 而 在 形成 小 细胞 团 时 再 用 不 加 激素 的 培养 基 筛 选 应 不 会 影响 筛选 的 效果 。 测 定 结果 
表明 ， 筛 选 出 来 的 冠 瘦 和 畸 胎 瘤 都 含有 nopajline。 

根 的 分 化 及 完整 植株 的 生长 

把 单 细 胞 克隆 的 畸 胎 瘤 上 较 正 常 的 芽 切 下 转移 到 含有 不 同 浓度 NAA 的 培养 基 上 培 
养 一 个 月 ， 或 连续 在 含有 NAA 的 培养 基 上 培养 两 次 再 转移 到 无 激素 的 培养 基 上 ， 有 人 少 
数 能 分 化 出 根 形成 完整 植株 〈 图 3 ) 。 另 外 ， 继 代 培养 的 畸 胎 瘤 在 第 12 代 中 也 发 现 有 一 
株 芽 长 出 根 。 长 根 的 植株 在 根茎 交界 处 仍 形成 冠 瘦 组 织 。 对 这 种 植株 的 叶 、 冠 瘦 组 织 及 
根 分 别 进行 了 nopaline 的 测定 ， 在 所 有 植株 的 叶 及 冠 瘦 组 织 中 都 含有 nopaline， 而 根 中 
都 未 测 出 aopaline (#1, A4) 。 











图 4 ”长 根植 株 各 部 位 的 nopline 电泳 图 Arg, 精 氨 酸 ;11 和 
81 植 株 的 叶 ,32 ,新 生 的 冠 瘦 ; 8s ,植株 的 根 ; Tu, E 
常 的 愈 伤 组 织 ; T ,正常 植株 的 时 。 


4 期 张 鉴 铭 等 ，702 烟 草 冠 瘦 系 的 单 细胞 克隆 及 其 植株 再 生 421 














表 1 植株 各 部 分 nopaline 的 测定 
nopaline 测定 
植株 号 培养 基 转 移 情况 备 注 
nF RA Ye 根 
1 NT i*>NTo>MSo + 4%" ++ - 无 主根 ， 根 系 很 发 达 。 
2 NT,>NTo ++ ++ = 有 主根 ， 根 系 很 发 达 。 
3 NT2->MS,>MSo ++ 
4 NTs—>MSo ++ 
5 NTs>MS4—>MSo t+ 
6 702TC 第 12 代 ++ 
7 NT,>NTo ++ + E 直接 从 蔡 上 长 出 根 
8 702TC 第 12 代 的 分 株 t+ ++ - 蕉 较 长 。 分 株 后 长 出 很 好 的 根系 。 





* NT、MS 为 培养 基 的 基本 成 分 ， 右 下 角 数 字 为 NAA 的 浓度 ppm。 
s» 与 精 氨 酸 显 色 深 度 相 比较 ，+ + 表示 约 为 lnmg/ml nopaline, + 为 0.5mg/ml 以 下 ， 一 未 测 出 。 


以 上 实验 结果 表明 ， 在 分 化 了 根 的 植株 的 叶 及 它 再 生长 的 冠 瘦 组 织 中 T-DNA 仍然 
保存 ， 而 在 分 化 成 根 的 细胞 中 T-DNA 可 能 已 丢失 ， 或 基因 未 表达 。 可 以 设想 ， 这 是 在 
培养 过 程 中 有 极 少 数 细胞 丢失 T-DNA 变 成 了 正常 细胞 ， 它 在 正常 细胞 分 化 根 的 条 件 下 
长 成 了 根 。 这 样 看 来 ， 被 转化 了 的 细胞 如 何 分 化 根 ? 是 否 只 有 丢失 T-DNA 的 细胞 才能 
形成 根 ? 是 不 是 它 的 基因 未 表达 ? 这 是 值得 深入 研究 的 问题 。 
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SINGLE CELL CLONING OF TOBACCO CROWN GALL TUMOUR 
STRAIN 702 AND ITS PLANT REGENERATION 
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Abstract 


The Protoplasts were isolated enzymatically from tobacco crown gall tu- 
mors and its teratoma cells induced by Agrobecterium tumefaciens strain 702. 
Small colonies ware derived from them by incubating these protoplasts in mo- 
dified K and NT liquid media, T-DNA transformed-cell colonies were selected 
by transferring them onto NT medium without any phytohormone. Then single 
cell cloning strain of tobacco crown gall tumor 702c and its teratoma 702Tc 
have been established. Through being subcultured 15 times they all maintain 
their inherent characrts and contain nopaline., Being carried on root differentiate 
experiment with this teratoma shoots, roots grow from a few of them and intact 
plants were obtained, Examining each parts of the plants separately, nopaline 
was present in all leaves and crown galls but was not detected in the roots. 
The roots perhaps grow from normal cells losing T-DNA. Its genes also perhaps 


do not express, 


